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 چكیده

کیفیت و  شناسی مولکولی مربوط به گیاهان، جداسازی و استخراج اسیدهای نوکلئیک باهای زیستدر آزمایش     

ها و ساکارید دهنده میوه آن، غنی از پلی فرنگی و خصوصاً بافت تشکیلهای گیاه توتبافت مهم است. کمیت بالا، امری

روش  3 تحقیق حاضربنابراین استخراج و جداسازی اسیدهای نوکلئیک از آن دشوار است. در  ؛ترکیبات پلی فنلی است

فرنگی  از بافت میوه رسیده توت SDS-EDTAکل و روش  RNA ، کیت استخراجSDS-PCIکل شامل روش   RNAاستخراج

های نمونه روش مذکور، حاصل از این سه شده استخراج RNAجهت ارزیابی کمیت و خلوص  مورد مقایسه قرار گرفتند.

در دستگاه  (A/260 A 230) و (280A /260 A)نسبت جذب نوری گیری دو شاخص خلوص استخراج شده به منظور اندازه

 ± 071/0)ها مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که بهترین نسبت جذبی نانودراپ قرار داده شدند و همچنین غلظت نمونه

053/2 = 230A /260 A )و (280 = 086/2 ± 054/0A /260 A)  با غلظتRNA  در روش  25/641 ± 032/0کلSDS-PCI به 

نتیجه ژل الکتروفورز . استخراج شده از ژل الکتروفورز استفاده گردید RNA علاوه بر این، جهت ارزیابی یکپارچگی. دست آمد

بود. همچنین از بهترین روش  SDS-PCIدر روش  s 18دو برابر باندهای  s 28دهنده شفاف بودن باندهای   نشان ،RNAشده 

، SDS-PCIانجام شد. نتایج این مطالعه نشان داد که روش   cDNAدر مقایسه با دو روش دیگر، ساخت (SDS-PCI)استخراج 

 فرنگی است. از بافت میوه توت RNAبرای استخراج  آسان، سریع و اقتصادی روشی

 

 .هاها، پلی فنلکل، پلی ساکارید RNA: استخراج کلمات کلیدی

 

 مقدمه

شناسی مولکولی و  نیاز مطالعات تحلیلی بر روی ژنتیک، زیست جداسازی اسیدهای نوکلئیک با کمیت و کیفیت بالا، پیش

 عنوان عامل محدود تواند بهمی RNAاستخراج . (Christou et al, 2014)سایر تحقیقات فیزیولوژیک مربوط به گیاهان است 

عمل کند. در حقیقت جداسازی   cDNAو ساختmRNA سازی  شناسی مولکولی نظیر خالص های زیستکننده در آزمایش

RNA های گیاهی ها و اندامحال، این عمل در برخی بافت  ژن حیاتی است. با اینهای ترانسکریپتوم و بیانبرای انجام آزمایش

متصل شوند،  RNAتوانند به  ها و ترکیبات فنلی که میهمانند پلی ساکارید های ثانویهبه علت وجود مقادیر بالای متابولیت

 ,Morante-Carriel et al))از چنین گیاهانی دشوار خواهد شد  RNAمنجر به عملکرد ضعیف خواهد شد در نتیجه جداسازی 

2014 and Yu, et al, 2012. 

فرنگی غنی از ترکیبات فنلی و پلی  است. گیاه توت RNAهای بسیار پیچیده برای استخراج  فرنگی یکی از بافت میوه توت

 andبرانگیز خواهد بود  ها است؛ بنابراین، جداسازی اسیدهای نوکلئیک با کیفیت و کمیت بالا از این گیاه، چالش ساکارید

Pandit et al, 2007) (Morante-Carriel et al, 2014.  برای جداسازیچندین روش کار RNA فرنگی از جمله  از بافت گیاه توت

 .(Yu et al, 2012)مورد استفاده قرار گرفته است  thiocyanate Guanidiniumو  CTABروش 

عنوان گیاه   ای بالاست که بهای با اهمیت اقتصادی و ارزش تغذیهمیوه (Fragaria × ananassa)فرنگی با نام علمی  توت

ها در خانواده ها و عملکرد آنهای مربوط به ژنتیک، مطالعه ژنالگو در بین گیاهان میوه ریز و از لحاظ دستورالعمل



  

2 

 

 RNA(. در مطالعه حاضر، سه روش متفاوت برای جداسازی و استخراج Zhang et al, 2011)، اهمیت بالایی دارد 1سرخیان گل

استخراج، نیازمند زمان و مقدار بافت مورد نیاز کمتری در  های د استفاده قرار گرفت. این روشفرنگی مور کل از بافت میوه توت

فرنگی کل از بافت میوه توت RNAهای موفق استخراج ها هستند. هدف از انجام این پژوهش معرفی روش مقایسه با سایر روش

 است. هزینه با کیفیت و کمیت بالا سریع و کم RNAها برای استخراج و همچنین معرفی یکی از بهترین این روش

 

 هامواد و روش

 شده زیر انجام گردید. فرنگی به سه روش شرح داده  از بافت میوه توت RNAاستخراج 

 SDS-PCIروش اول: استفاده از روش 

 100خلاصه صورت  ( با کمی تغییرات انجام شد. به2014) et al. Christouشده  این روش مطابق روش شرح داده

 Tris-Hcl % وSDS 1لیتر بافر استخراج ) میلی 1لیتری با  میلی 2گرم از بافت میوه پودر شده در ازت مایع در میکروتیوپ  میلی

( اضافه شد و 25:24:1( به نسبت )PCI) 4، ایزوآمیل الکل3، کلروفرم2لیتر فنل اشباع میلی 1مولار( مخلوط گردید و به آن 5/0

حجم آن  شده و هم  درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شد. محلول رویی برداشته  4دقیقه در دمای  7به مدت  xg14000 با دور 

PCI  به آن اضافه گردید و همانند مرحله اول سانتریفیوژ انجام شد. دو مرتبه انجام این مراحل تکرار گردید. سپس محلول

 6/5مولار با  3حجم استات سدیم  1/0نتریفیوژ گردید. سپس به آن منظور از بین بردن فنل اضافی سا  رویی برداشته شده و به

pH=  داری شد. سپس با  درجه سانتی گراد نگه -80دقیقه در دمای  20حجم اتانول مطلق سرد اضافه گردید و به مدت  1و

ه شد. رسوب تشکیل درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شده و محلول رویی دور ریخت 4دقیقه در دمای  8به مدت  xg 16000دور 

میکرو لیتر آب  50- 30شده، رسوب در دمای محیط خشک شد و به آن حدود  درصد شستشو داده  75شده با اتانول   داده

 اضافه گردید. DEPCتیمار شده با 

 کل RNAروش دوم: مطابق دستورالعمل کیت استخراج 

را  RTمیکرو لیتر بافر  400گرم از بافت میوه پودر شده در هاون چینی به میکرو تیوپ منتقل کرده و  میلی 100حدود 

دقیقه با بالاترین نیروی دستگاه  3شدت ورتکس شده سپس سانتریفیوژ به مدت  به آن اضافه کردیم برای مخلوط شدن، به

دقیقه در بالاترین سرعت دستگاه  2منتقل کرده سپس به مدت  Homogenizationانجام شد. محلول زیرین را به ستون 

سرعت با سمپلر پایپت کردیم.   درصد اضافه کرده، سپس به 80میکرو لیتر اتانول  350سانتریفیوژ انجام شد. به محلول زیرین 

موجود  RNAستون، استخراج میکرو لیتر از محتویات تیوپ که دارای مقداری رسوب بود به  650پس از آن به ترتیب، انتقال 

میکرو لیتر از بافر  500و دور ریختن محلول زیرین، افزودن  xg 10000دقیقه با نیروی  1در کیت، سانتریفیوژ به مدت 

دقیقه با بیشترین سرعت و دور ریختن محلول زیرین انجام گردید. در مراحل  1( و سانتریفیوژ به مدت wash bufferشستشو )

ژنومیک و  DNAجهت تخریب  RNAبه مرکز غشا در ستون استخراج  1میکرو لیتر دئوکسی ریبونوکلئاز  70بعدی، افزودن 

(، Inhibitor Removal bufferمیکرو لیتر از بافر دوم ) 500دقیقه در دمای اتاق، افزودن  15داری کردن به مدت  نگه

 1لیتر از بافر شستشو به ستون و سانتریفیوژ به مدت میکرو  500افزودن  ،xg 10000 دقیقه با نیروی 1سانتریفیوژ به مدت 

مانده بافر ستون استخراج  در دو مرحله انجام گردید. جهت اجتناب از آلودگی احتمالی ستون، باقی xg  10000دقیقه با نیروی

میکرو  50تها، افزودن انجام شد. در ان xg 10000دقیقه با نیروی  1را مجدداً در تیوپ جدید قرار داده و سانتریفیوژ به مدت 

دقیقه و سانتریفیوژ  1درجه سانتی گراد به مرکز غشا در ستون استخراج انکوباسیون به مدت  55با دمای  Rnase freeلیتر آب 

 انجام گردید. xg 10000دقیقه با نیروی  1مجدد آن به مدت 

 SDS-EDTAروش سوم: روش 

                                                           
1- Rosaceae 

2- Saturation Pheonl 

3- Chloroform 
4- Isoamyl alcohol 
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گرم از بافت  میلی 100صورت خلاصه، حدود  انجام گردید. به et al Ghawana (2011)شده  مطابق با روش شرح داده

مولار،  32/0%، استات سدیم pH= ،SDS 1 7/6لیتر بافر استخراج )فنل اشباع با  میلی 2میوه پودر شده در ازت مایع با 

EDTA 01/0  8مولار و pH= میکرو لیتر آب تیمار شده با  800( مخلوط گردید سپسDEPC هرکدام از  به آن اضافه شد و

 200داری شده سپس  دقیقه در دمای اتاق نگه 5ها به مدت لیتری منتقل گردیدند. تیوپ میلی 2ها به دو میکرو تیوپ  آن

داری  دقیقه در دمای اتاق نگه 10ثانیه ورتکس شده سپس  10ها اضافه گردید. به مدت  میکرو لیتر کلروفرم به هرکدام از آن

درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شدند. به محلول  4و دمای  RPM 13000دقیقه با دور  12-10ت شدند. در مرحله بعدی به مد

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شدند.  10ثانیه ورتکس شده و  10حجم ایزوپروپانول سرد اضافه گردید، به مدت  6/0رویی 

میلی لیتر  1شده   شد و به رسوب تشکیل داده سپس همانند مرحله قبل سانتریفیوژ انجام گردید. محلول رویی دور ریخته

 50 -30درصد سرد اضافه گردید و شستشو انجام شد. رسوب در دمای اتاق و در زیر هود خشک گردید و به آن  70اتانول 

 اضافه گردید. DEPCمیکرو لیتر آب تیمار شده با 

 شده  استخراج RNAتعیین کیفیت و کمیت 

RNA  سازی و جداسازی دارای ناخالصی بوده که موجب کاهش غلظت آن و عدم  ند خالص شده طی فرای های استخراج

استخراجی از دستگاه نانودراپ در طول  RNAشود. جهت ارزیابی کمی و سنجش غلظت  سازی می های همانند واکنش با آنزیم

نسبت موج جذبی پروتئین ها( استفاده شد.  نانومتر )طول 280موج جذبی اسیدهای نوکلئیک( و  نانومتر )طول  260های  موج 

های مواد معلق و جهت بررسی میزان آلودگی (A/260 A 230)های پروتئینی ودهنده آلودگینشان( A/260 A 280)جذبی 

شده است که توسط دستگاه نانودراپ محاسبه گردید. همچنین برای تعیین کیفیت از ژل  استخراج  RNAدر محلول قندها 

ولت الکتروفورز شد. سپس با دستگاه ژل داک زیر نور  100استفاده شد که ژل با ولتاژ  (TBE 0.5 X)% در بافر 1الکتروفورز 

 طبق دستورالعمل کیت ساخت شرکت cDNAاخت ماوراء بنفش، تصاویر ژل مورد بررسی قرار گرفت. س
5

NEB .انجام پذیرفت 

 

 نتایج و بحث

فرنگی مورد بررسی قرار گرفت. در روش اول از  از بافت میوه توت RNAروش مختلف استخراج  3در این مطالعه 

ب(  -1)شکل  Vivantis GF-1 Total RNA الف(، روش دوم مطابق دستورالعمل کیت -1استفاده شد )شکل   SDS-PCIروش

استفاده گردید. هر سه روش بر اساس مشاهده عکس ژل الکتروفورز شده نتایج خوب و  SDS-EDTAو در روش سوم از روش 

شده و نسبت  استخراج  هایRNA نانودراپ و با توجه به میزان غلظت  حاصل از دستگاه قبولی داشتند و بر اساس نتایج قابل

 086/2± 054/0و  053/2± 071/0 ( به ترتیب280A/260 A( و )230A/260 A) نسبت جذبیبا داشتن  ها روش اولجذبی آن

قبول بودند. در روش دوم نسبت به دو روش دیگر میزان غلظت  از قابلیت بالاتری برخوردار بوده اگرچه دو روش دیگر نیز قابل

RNA (1از همه کمتر بود و بالاترین غلظت در روش اول به دست آمد )جدول  (46/51± 99/4شده ) استخراج. 

تر هستند.  صرفه تر از نظر اقتصادی به دسترس تر و قابل به دلیل استفاده از مواد ارزان SDS-EDTAو SDS-PCI روش  

( و همچنین به 2)شکل تر  با کمیت و کیفیت مناسب RNAدلیل داشتن غلظت بالاتر و حصول به  SDS-PCIاستفاده از روش 

های بعدی از این  برای انجام آزمایش cDNAو جهت ساخت  تر است دسترس، مناسب های ارزان و قابل دلیل استفاده از محلول

 (.3روش استفاده گردید )شکل 

                                                           
1- New England Biolabs 
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 تکرار. 3در )ج(  3)ب( و روش  2)الف(، روش  1شده به روش  های استخراج  RNA«:1»شکل       

 

 

        
 RNAشده از  ساخته cDNAتصویر «: 3»شکل        دهنده غلظت     تصویر از دستگاه نانودراپ نشان« : 2»شکل 

RNA شده و نسبت جذب نوری استخراج (230A /260 A)             شده به روش  استخراجSDS-PCI. 

 (.   280A /260 Aو )

         

 های مختلف فرنگی با استفاده از روش شده کل از بافت میوه توت استخراج  RNAمقایسه غلظت و کیفیت  -1جدول

 روش کار

وزن 

نمونه 
(mg) 

 نسبت جذبی

(280A/260 A) 

 نسبت جذبی

(230A/260 A) 

 غلظت
l)μ(ng/ 

 RNAشواهد ژل 

SDS-PCI 100 054/0 ±086/2 071/0 ±053/2 032/0 ±25/641 سالم 

کیت 

استخراج 
RNA 

 سالم ±46/51 99/4 ±75/1 050/0 0557/0±02/2 100

SDS-EDTA 100 0066/0±59/1 13/0±06/1 079/75 ±73/273 
صورت  سالم و به

 شده جزئی تخریب

 )الف(  )ب( )ج(
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Abstract 
    The isolation of high quantity and quality of nucleic acids is a crucial step in the molecular biology studies in 

plants. The strawberry tissues, particularly the fruit, possess a considerable amount of polysaccharides and 

polyphenolic compounds . Thus, extraction and isolation of nucleic acids is difficult. In the present research, we 

comprised three methods of total RNA isolation including SDS-PCI, total RNA extraction kit and SDS-EDTA, 

from strawberry mature fruit. To evaluate the quantity and purity of extracted RNA obtained by above-

mentioned methods, the total RNA samples were subjected to the Nanodrop 2000C (Thermo scientific, USA) 

for measurement of both purity indexes (A260 nm /A280 nm and A260 nm /A230 nm) absorption ratios and 

plus the quantity of studied samples. The result indicated the best absorption ratios (A260/A230= 2.053 ± 0.071) 

and (A260/A280= 2.086 ± 0.054) achieved by using the SDS-PCI method with total RNA concentration of 

641.25 ±0.032. In addition, the samples run on gel electrophoresis to evaluate the integrity of isolated 

RNA. The results showed distinct bands of 28s and 18s rRNA, the 28s bands being approximately double as 

intense as the 18s bands in all extracted RNA in SDS-PCI indicating the intactness of RNAs. This method used 

to synthesis of cDNA for gene expression study in our work. The authors believe that the SDS-PCI method is 

easy, rapid and economical method for extraction RNA from the strawberry fruit. 
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